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"Procede de production de carotenoides 
et bacterles mlses en oeuvre . " • 

La presente invention est relative ^ un precede de 
synthese de carotenoides, en particulier, de carotenoides non 
photosynthetiques, par des bacteries photosynthetiques, en 
particulier, par Rhodopseudomon'as palustris et aux bacteries 
5 mises en oeuvre dans le precede. 

Plus de 600 carotenoides ont ete identifies dans la 
nature. lis sont repandus chez de tres .nombreux organismes 
vivants mais ne sont synthetises de novo que par un nombre 
restreint * d' organismes (plantes, bacteries, levures) . -Certains 

10 de ces carotenoides (lycopene, fi-carotene, canthaxanthine, 
astaxanthine) sont utilises de fagoh intensive et tres diverse 
dans 1' Industrie agro-alimentaire pour leur propriete 
colorant e (rouge pour le lycopene, jaune pour le. B-carotene, 
orange pour la canthaxanthine, rose-orange pour 

15 1' astaxanthine) On retrouve en particulier 1' utilisation de 
1' astaxanthine et de la canthaxanthine en aquaculture pour 
I'elevage des saumons et des truites afin de renforcer la 
couleur rose- orange de la chair du poisson et en aviculture 
pour accentuer la couleur jaune-orange des oeufs qui, dans les 

20 2 cas, est appreciee par les consommateurs . 

De plus, de par leurs proprietes antioxydantes et leur 
role de photo protection, ils sont utilises dans 1' Industrie 
pharmaceutique et cosmetique pour I'obtention entre autre de 
creme solaire protectrice et de produits bronzants. II existe 

25 deja dans certains pays toute une serie de produits derives de 
la canthaxanthine, du B~carotene et du lycopene, 
commercialisms dans les instituts de beaute et de body- 
building. Ces carotenoides * ont egalement . ete decrits • comme 
possedant des proprietes anti-cancereuses . En effet, ces 

30 molecules peuvent reduire I'activite' des radicaux libres, 
supposes contribuer a la formation de cellules cancereuses. 
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La synthase actuelle de ces carotenoides est 
principalement realisee par voie chimique. Etant donne la 
tendance du consommateur a preferer les produits ayant une 
origine naturelle, il existe done un marche potentiel pour des 
5 carotenoides de provenance veg6tale ou microbienne . De plus, 
il apparait que les configurations isomeriques de certains 
carotenoides produits par voie chimique ne correspondent pas 
aux ' principaux isomeres retrouves dans la nature. Cette 
difference peut s'averer tres importante car elle est 

10 susceptible d' entralner une bio-assimilation superieure des 
carotenoides d' origine naturelle par rapport a ceux issus de 
la synthese chimique. 

La voie de biosynthese de ces 4 principaux carotenoides 
(lycopene, B-carotene, astaxanthine, canthaxanthine) est 

15 presentee dans la figure 1. Le lycopene synthetise grace a 
1/ action successive des enzymes CrtE, CrtB et CrtI est un 
intermediaire commun aux 3 autres carotenoides. La synthese du 
B-carotene peut etre ainsi realisee a partir du lycopene grSce 
a 1' enzyme CrtY, celle de la canthaxanthine grace aux enzymes 

20 CrtY et CrtW et celle de 1 ' astaxanthine grace aux enzymes 
CrtY, CrtW et CrtZ . 

Plusieiirs bacteries ont ete decrites pour le'ur capacite a 
produire I'un de ces 4 carotenoides (Brevijbacteriuin, 
Agrohacterium auriantiacunif E'rwlnia uredovorar Erwlnla 

25 herhicola, MyxQcoccus xanthus, Flavohacterium, Alcaligenes^ 
Bradyrhlzohium ...) . 

\ En particulier, des travaux anterieurs des inventeurs, qui 

ont fait I'objet d'un depot aux Etats-Unis sous le numero US 
60/297,247, ont porte sur la souche Bradyrhizobium ORS278- Ces 
30 travaux ont demontre 1' existence d'un cluster de genes (crtE, 
crtY, crtI, crtB, crtW) intervenant ' dans la voie de 
biosynthese de la. canthaxanthine. * Ces differents genes, une 
fois introduit chez £. coli, se sont averes f onctionnel . 
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A 1' exception de Bradyrhizohium^ qui synthetise une faible 
quant it e de photosysteme, ces bacteries sont generalement des 
bacteries non-photosynthetiques qui accumulent de faibles 
quantites de produits et qui ont bien souvent un taux de 
5 croissance limite. . La nature de la souche productrice 
constitue done un ' obstacle majeur pour assurer une 
productivite suf f isamment interessante pour un industriel. 

Par ailleurs, ces bacteries ne produisent en general qu'un 
seul de ces 4 carotenoides . Ceci implique pour un industriel 

10 voulant produire un panel de ces 4 principaux carotenoides 
d'utiliser differentes souches bacteriennes qui vont chacune 
exiger des conditions bien particulieres de culture et de 
production. D' autre part, la culture de differentes souches 
sur un meme site peut entrainer * de nombreuses difficultes 

15 logistiques liees aux problemes de contamination. 

Enfin, les carotenoides sont des composes hydrophobes qui 
ne peuvent etre stockes dans la cellule que. dans un 
environnement lipophilique, generalement des compart iments 
membranaires - Les bacteries produisant des carotenoides 

20 d'interet industriel . possedent en general une membrane interne 
faiblement developpee. Cette propriete, qui- limite done la 
quantite de carotenoides que I'on peut acciimuler dans ces 
cellules, constitue I'un des problemes majeurs pour une 
utilisation industrielle de ces bacteries. 

25 Les travaux des inventeurs les ont done amenes a 

rechercher line bacterie pouvant synthetiser suivant les 
conditions de cultures et/ou suivant les genes carotenoides 
introduits dans celle-ci, 1' ensemble de ces 4 principaux 
- carotenoides e*t ceci en palliant les defauts des autres 

30 bacteries. . 

Les bacteries photosynthetiques presentent des avantages 
majeurs : une vitesse de * croissance tres rapide .et une tres 
forte capacite photosynthetique . Les carotenoides chez les. 
bacteries photosynthetiques sont associes aux photosystemes et 
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jouent un r61e essentiel daris son f onctionnement . La forte 
activity photosynthetique est accompagn6e de la synthase en- 
grande quantite de carotenoldes photosynthetiques associ-6e a 
la raise en place de membranes intracytoplasmiques en abondance 
constituant une zone de stockage importante pour les 
carotenoldes . 

N6anmoins, ces bact^ries ne synthetisent en general qu'un 
seul pigment, la spirilloxanthine ou le spheroidene, qui ne 
presentent pas, a I'heure actuelle, d' interet industriel. 

Afin d'obtenir un microorganisme producteur de lycopene, 
B-carotene, canthaxanthine ou astaxanthine, les inventeurs ont 
exploite le potentiel que pr6sentent les bact^ries 
photosynthetiques en detournant la voie de synthese endog^ne 
du carotenoide photosynthetique vers la synthase de 
carotenoldes non photosynthetiques c'est ^ dire non associe au 
photosysteme, chez ces bact6ries: p-carotene, canthaxanthine ou 
astaxanthine. 

La presente invention est done relative a un precede de 
synthase de carotenoldes non photosynthetiques choisis parmi 
le p-carotene, la canthaxanthine ou 1' astaxanthine mettant en " 
oeuvre des bacteries photosynthetiques produisant au xtioins • un 
carotenoide photosynthetique dont I'un des intermediaires de 
synthese est le lycopene/ caracterise en ce qu'il comporte les ' 
etapes suivantes : 

i. Deletion, chez les bacteries, d' au moins une partie 
d'un ou plusieurs .g^nes impliques dans la voie de 
synthese endogene qui suit celle du lycopene de manidre 
a arreter ladite synthese au niveau du lycopene, 

ii. Insertion des g^nes suivants : 

- soit le crtY si le carotenoide a synthetiser est le 
P-carotene, 

- soit le crtY et le crtw si le carotenoide ^ 
synthetiser est la canthaxanthine ou le p-carot^ne. 
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- soit le crtY, le crtZ et le crtW si le carotenolde ^ 
synth6tiser est 1' astaxanthine. ou le p-carot6ne, 

iii. Mise en culture desdites bacteries ainsi modifiees, at, 

iv. Extraction du ou des carotenolde (s) contenu(s) dans les 
bacteries . - . . 

De maniere surprenante, il a ete constate qu'une bacterie 
synth^tisant un carotenolde photosynthStique ' (C est-a-dire 
implique dans la photosynthese) restait photosynthetiqufe 
lorsque la voie de synthase endog^ne dudit -carotenolde etait 
detourne vers la syrithese de carotenoides non 
photosynthetiques . 

• -En effet, la bacterie continue de synthetiser de maniere 
residuelle du lycopfene, carotenolde photosynthetique, qui 
permet k celle-ci de maintenir son activity de photosynthese 
en remplagant dans le .photosyst6m6 le carotenolde 
photosynth^tique synthetis6 de maniere endogene. 

Les g^nes a deleter au moins partiellement sont en 
general, les ■ crtC, crtD et/ou crtF. De preference, les genes 
crtC et crtD seront au moins partiellement deletes. Ces genes 
sont en effet les premiers a etre mis en ceuvre dans la 
synthese de la spirilloxanthine a partir du lycopene. (voir 
•figure 1) 

En outre, il peut egalement etre necessaire de d616ter 
dans certaines bacteries le crtA- Ce ' sera le cas" pour les 
bacteries synthetisant du lycopene-2-one. (voir figure 1) 

De preference, les bacteries photosynthetiques sont les 
suivantes :. Rubrivivax' gelatinosus, Rhodospir ilium rubrim, 
Rhodospirillum moliscianum, Rhodospirillum salinarum, 
Rhodospxrillum mediosalinum, . Rhodospirillum sodomense, 
Rhodocista centenaria, Rhodospira trueperi, Rhodopseudomonas 
palustris^ Rhodopseudomonas acidophila, Rhodopseudomonas 
julia, Rhodopseudomonas cryptolactis , Rhodomicrobium 

vannielii, Rhodoplanes roseus, Rhodoplanes elegans, Rhodobium 
orientis, Rhodobium marinum ... 
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Plus particulierement , le precede selon 1' invention 
propose des conditions de culture assurant une production a un 
niveau satisfaisant . de ces differents carot^noldes • En 
particulier, . il s'agit d' un procede de ' synthese de 
5 canthaxanthine ou d' astaxanthine, caracterise en ce que les 
conditions de la raise en .culture des bacteries sont 
sequentielles et comportent les etapes. suivantes : . 

a. Mise en culture desdites bacteries ainsi modifiees 
dans un premier temps en anaerobiose sous 

10 eclairement, 

b. Puis, dans un second temps en a^robiose ou en 
microaerobiose, a I'obscurite. 

En effet, chez les bacteries photosynthetiques, les genes 
photosynthetiques, incluant les genes crtE, crtB, et crtJ de 

15 la voie de biosynthese du lycopene sont sous le controle de 
I'oxygene et de la lumiere- En particulier, chez certaines 
souches ces genes ne s'expriment pas a I'obscurite et sont 
inh.ibes par la presence d' oxygene (> a 8%). Cette repression 
par 1' oxygene resulte d' un facteur de transcription appele 

20 PpsR qui a forte pression partielle en oxygene se fixe sur les 
regions .promotrices des genes photosynthetiques, dont les 
genes crt, empechant ainsi leur transcription. 

En revanche, 1' absence de dioxygene est defavorable a la 
production de la canthaxanthine ou de 1' astaxanthine . En 

25 effet, la reaction enzymatique catalysee par * les enzymes CrtW 
(li-carotene' ketolase) bu CrtZ (B-carotene hydroxylase) 
intervenant dans la voie de biosynthese de ces 2 carotenoides 
necessite de 1' oxygene (voir Figure 1), II est done necessaire 
pour permettre la synthese de canthaxanthine et d' astaxanthine 

30 de trouver un compromis au niveau des conditions de culture 
afin d' assurer d'une part la synthase de 1' intermediaire 
lycopene et d' autre part sa transformation en canthaxanthine 
ou en astaxanthine. 
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Avantageusement , les etapes a et b des conditions de 
culture" permettant d'obtenir pref erentielleinent de la 
canthaxanthine ou de 1' astaxanthine sont reiterees 
successivement . Une telle iteration permet 1' accumulation des 
5 carotenoides dans les cellules. 

Alternativement , le precede selon- 1' invention permet la 
production de p-carotene si I'on modifie les conditions de 
culture. Ces conditions photosynthetiques. de mise en culture 
sont alors les suivantes : 
10 a. Mise en culture desdites bacteries ainsi modifi^es 

en anaefobiose sous eclairement . 
En effet, le f onctionneitlent de 1' enzyme CrtY (lycopene 
cyclase) qui permet la transformation de lycopene eh B- 
carotene n'etant. pas oxyg^ne-dependante, 1' absence de I'etape 
15 b des conditions de culture pour la canthaxanthine ou 
1' astaxanthine permet d' arreter la, synthese au stade du p- 
carotene. 

Une seule bacterie permet done de synthetiser a la fois du 
lycopene et pref erentiellement , soit du p-carot^ne, soit de la 
20 canthaxanthine ou de 1' astaxanthine selon les genes introduits 
et ies conditions de culture. 

Alternativement , les conditions de culture permettant 
d' obtenir pref erentiellement de la canthaxanthine ou de 
1' astaxanthine p'euvent etre realisees en conditions de 
25 microaerobiose sous eclairement en une seule etape. 

En condition de microaerobiose, le pourcentage de 
dioxygene est de preference compris entre 1 et 10%, plus 
particulierement , 3 a 8%, bornes incluses. 

Afin de s'affranchir des limitations dues a la regulation 
30' de. l.a synthese par le dioxygene, 1' invention propose egalement 
un precede de synthese de carotenoides non photosynthetiques 
choisis parmi le p-carotene, la canthaxanthine ou 
1' astaxanthine, mettant en ceuvre des bacteries 

photosynthetiques produisant au moins un carotenoide 
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photosynth6tique dont I'un des intermediaires de synthese est 
le lycopene, caracterise. en ce que le- precede comporte les 
etapes suivantes : 

i. Mise en oeuvre de mutants de bacteries photosynth^tiques 
5 dont la photosynthese n' est plus reprimee par le 

dioxygene, ■ 

ii. Deletion, chez les bacteries, d'au moins une partie 
d'un ou plusieurs genes impliques dans la voie de 
synthese endogene qui suit celle du lycopene de maniere 

10 a arreter ladite synthese au niveau du lycopene, 

iii. Insertion des genes suivants : 

- soit le crtY si le carotenolde a synthetiser est le 
p-carotene, 

- soit le crtY et le crtW si le carotenolde a 
15 synthetiser est la canthaxanthine ou le p-carotene, 

- soit le crtY, le crtZ et le crtW si le carotenolde a 
synthetiser est I'' astaxanthine ou le p-carotene,' 

iv- Mise en culture desdites bacteries ainsi modifiees en 
aerobiose ou. microaerobiose. afin de synthetiser de la 
20 canthaxanthine ou de 1' astaxanthine ou mise en culture 

■ en condition d' anaerobiose afin de synthetiser du p- 
carotene, et, 

V. Extraction du ou des carotenolde (s) contenu(s) dans les 
bacteries. 

25 Les mutants dont la photosynthese n' est plus reprimee par 

le dioxygene sont obtenus en particulier par deletion du gene 
codant pour le f acteur ■ de transcription PpsR, ledit f acteur 
reprimant 1' expression de certains genes crt a forte pression 
partielle en dioxygene.. 

30 Avahtageusement , les bacteries mises en ceuvre dans le 

precede sont du genre Rhodopseudomonas ^ de preference de 
I'esp^ce, Rhodopseudomonas palustris . 

Certaines bacteries ne synthetisent pas de lycopene, mais 
un intermediaire plus en amont dans la voie de synthese des 
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carotenoldes . II est. alors possible de modifier ces bacteries 
de maniere a les faire synthetiser du lycop^ne. 

Les bacteries photos'ynthetiques du proc^de selon 
1' invention sont ■ alors obtenues a partir de bacteries 
5 photosynthetiques produisant* au moins un carotenoide 
photosynth^tique . dont I'un des intermediaires de synthese est 
' le phytoene, le phytofluene, le (^-carotene ou le neurosporene, 
lesdites bacteries ayant subi 6ventuellement une deletion ou 
disruption du gene crti endogene, suivie d'une insertion d'un 
10 gene crtI exogene codant pour une phyto^ne d6saturase assurant 
4 etapes successives de desaturafcion du phytoene. 

Les. bacteries sont pref erentiellement : Rhodobacter 
capsulatusr Rhodobacter veldkampli^ Rhodobacter sphaeroides^ 
Rhodobacter ' azotoformans.^ Rhodobacter blasticus^ Rhodo^/ulum 
15 sulfidophilum^ Rhodovulum adri&ticum^ Rhodovulum euryhalinum^ 
Rhodovulum strictum ... . 

Dans une telle hypothese, les genes a deleter sont 
identiques a ceux cites precedemment . En effet, les derives du 
spheroldene sont obtenus a partir du neurosporene (le crtI 
20 endogene code pour, une phytoene desaturase assurant seulement 
3 etapes successives de desaturation du phytoene) . Les g6ries 
codant pour les premieres enzymes mises en oeuvre par la suite 
sont le crtC, le crtD et/ou le CrtF. (voir figure 1) 

En outre, il peut egalement etre necessaire de deleter 
25 dans certaines bacteries le crtA. Ce sera le cas pour les 
bacteries synthetisant du ^-carotfene-2-one ou du neurosporene- 
2-one, (voir figure 1) 

De maniere avantageuse, 1' insertion des genes crtY, crtZ 
et/ou crtW du procede selon 1' invention est realisee dans la 
30 zone des genes au moins partiellement deletes. 

Alternativement , les genes crtY, crtZ et/ou crtW peuvent 
egalement etre inseres dans un plasmide, 

L' invention couvre egalement les bacteries 

photosynthetiques produisant, de maniere alternative ou 
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concomitante, au' moins du lycopene, du p-carotene et de la 
canthaxanthine ou de 1' astaxanthine, caracterisees en ce que 
lesdites ■ bacteries sont susceptibles d'etre obtenues par le 
proced^ selon 1 ' invention • 

En particulier, ces .bacteries photosynthetiques 
synthetisant au moins un carotenoide dont 1' intermediaire de 
synthese est le lycopene, sont caracterisees en-, ce qu' elles 
comportent les mutations suivantes 

i. Deletion d' au moins une partie d'un ou plusieurs 
genes impliques dans la voie de synthase endogene qui 
suit celle du lycopene de mani^re k arreter ladite 

• synthese au niveau du lycopene, 

ii. Insertion des genes suivants : 

- soit le crtY si le carotenoide ci synthetiser est le 
p-carotene, 

- soit le crtY et le crtW si le carotenoide a 
synthetiser est la canthaxanthine ou le P~carotene, 

- soit le crtY, le crtZ et le crtW • si le carotenoide 
a synthetiser est .1' astaxanthine ou le p-carotene. 

Alternativement , il s'agit d'un mutant de bacteries 
photosynthetiques synthetisant au moins un carotenoide dont 
1' intermediaire de synthese est le lycopene, dorit la synthese 
du photosysteme n'est plus reprimee par le dioxygene, 
produisant de la canthaxanthine ou ' de 1' astaxanthine, 
caracterise en ce qu' il comporte les mutations suivantes: 

i. Deletion d' au moins une partie d' un ou plusieurs 
genes impliques dans la voie de .synthese endogene 
qui suit celle du lycopene de maniere a arreter 
ladite synthese au niveau du lycopene, 

ii. Insertion des genes suivants : 

soit le crtY si le carotenoide a - synthetiser 

est le p-carotene. 
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soit le crtY et le crtW si le caro'tenoide a 
synthetiser est la canthaxanthine ou le p- 
caro.tene, 

soit. le crtY, le crtZ ' et le crtW si le 
5 carotenoide a synthetiser est 1' astaxanthine ou 

le p-carotene. 

Ces bacteries ou mutants peuvent etre obtenus a partir de 
bacteries ou de mutants produisant au moins un carotenoide 
dont I'un des interme,diaires de synthase est le phytoene, le 

10 phytofluene, le ^-carotene ou le neurpsporene, lesdites 
bacteries ou mutants ayant subi eventuellement une deletion ou 
disruption du gdne crti endogene, suivie d'une insertion d'un 
gene crtI exogene codant pour une phyto^ne desaturase assurant 
4 etapes successives de desaturation du phytoene, 

15 De maniere surprenante, • il a ete constate que ces 

bacteries ou mutants de bacteries photosynthetiques , bien 
qu' ayant leur voie de synthase du carotenoide photosynthetique 
endogene detournee vers la' synthese d'un carotenoide non 
photosynthetique d' interet ont , leur activite photosynthetique 

20 maintenue - 

D'autres caracteristiques et avantages de 1' invention 
apparaltront dans les exemples avec references aux figures 
suivantes : 

la figure 1 represente le schema de synthese des 
25 -differents carotenoides vises par 1' invention, 

la figure 2 presente le schema de synthase de la 
strategie de construction du plasmide pJQ200mpl8/crtDC : : 
crtY ::crtW ::apha3 

- la figure 3 presente le schema de synthese de la 
30 strategie de construction du plasmide pJQ200mpl8/crtDC : :crtY 

::crtZ : : crtW ::apha3, et, 

- la figure 4 est une analyse par HPLC des carotenoides 
synthetises par la souche mutante R.- palustris 
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CEAOOlAcrtDC : : crtY : : crtW sous differentes conditions de 
culture. 

Ex&a^le 1 : cazistzractlon d^vme souclie jmitante de 
5 Ehodopseudomonas palustrls prodalsant du lycapene 

La sequence du cluster, de genes crt de R. palustris 
implique dans la synthese de ' la ' spirilloxanthine est 
accessible sur Internet a I'^adresse suivante 

http: //www>ncbi . nlm, nih. gov (Acc Number : .BX572597) . 
10 Comme dans Brady rhizohium ORS'278, les genes crtE, crtl^ 

crtBf^ crtCf crtD^ crtF sont presents et organises en 3 operons 

La strategie generale de construction de cette souche 
mutante va-consister a disrupter les genes crtD et crtC en y 
15 ■ 4.ns6rant une cassette codant . un gene de resistance k la 
kanamycine (gene apha3) . 

1®" e^bape : Isolement: et clonage des genes crtDC de R. 
pa.lust2:±s^ : 

20 Une region correspondant a une partie des genes crtDC de 

R. palustris a ete amplifiee a I'aide du couple d'' amorces : 

crtD.R.palu.XhoI . f : GAGCTCGAGTTCGCCGGCATCGGCCTGAACTTCTC 
(SEQ ID N°l) 

CrtC - R. palu . Xhol - r : CTGCTCGAGAGGAGTATTACGGACTGATCGAAC 
25 (SEQ ID N°2) 

Les amorces ont ete congues de fagon a inserer un site de 
restriction Xhol de part et d' autre du produit de PGR. 

Les amplifications sont realisees avec une ADN polymerase 
haute fidelite commercialisee par Invitrogen® (Platinium Pfx 
30 DNA Polymerase) . 

Les conditions d' amplification sont les suivantes: apres 
une etape initiale de denaturation de I'ADN a 95°C pendant 5 
min, 35 cycles de PGR sont effectues. (94''C pendant 15s puis 
55°C pendant 30s puis GS'^C pendant 3 min) , • suivis d'une etape 
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finale d' Elongation {68''C pendant 7 ruin) au cours de laquelle 
Ijal de Taq polymerase classique (GoTaq, Promega®) est rajoute 
dans le tube de PGR af in d' inserer un residu de deoxyadenosine 
aux extremites 3' des fragments d' amplification (cette etape 
est indispensable pour permettre le clonage dans le vecteur 
pGEM-T utilise ulterieurement ) . ' 

Le produit de PGR ainsi obtenu est clone dans le' vecteur 
de clonage pGEM-T (commercialise par la societe Promega®) 
suivant le protocole du fournisseur. Le plasinide obtenu est 
nomme pGEM-T/crtDC.Xhoi; . 

gi^me ^tap3 . Construction du plasmide pJQ200mpl8/cjErf:I?C 

La region correspondant aux genes crtDC. de R. palustris 
est liberee. par digestion Xhol du plasmide pGEM-T/crtDC. XhoJ 
puis ligaturee dans le vecteur suicide pJQ200mpl8 linearise 
par digestion Sail. Ce plasmide contient le gene suicide sacB 
qui permet de selectionner sur saccharose les clones pour 
lesquels un evenement de double « crossing over » a bien eu 
lieu (Quandt, J. & Hynes, M. F. « Versatile suicide vectors 
which allow direct selection for gene replacement in gram- 
negative bacteria >> ; Gene 127, 15-21, 1993) . 

gi&ne 4tape: Construction du plasmide pJQ200nipl 8 /czrfcDC: : 
aLphA-3 

Le gene aphA-3 codant .une resistance a la kanamycine est 
libere du plasmide pUC4K commercialise par la societe 
Amersham® par digestion avec 1' enzyme Sail. II est. alors 
insere dans le plasmide pJQ200mpl 8 /crtDC linearise par Sail. 
II est a noter -que cette derniere digestion Sail entraine une 
deletion d' un fragment de 618pb correspondant a 1' extremite 5' 
du gene crtD et I'extremite 3' du gene crtC. 

Le plasmide pJQ200mpl8 /crtDC : : aphA-3 est enfin 
transfers par elect roporation dans la souche conjugative 
Escherichia coli S17. 1. 
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4±ezae etape : Construction d'une souche mutante de 
palustr±s con tenant la cassette apha3 au niveau des genes 
C2rtD, cjTtC. a 

5 Le plasmide precedent pJQ200mpl8 /crtDC: : aphA-3 est 

delivre dans la souche sauvage de R. palustrls (CEAOOl) par 
•conjugaison avec la souche precedente E, coll S17.1 contenant . 
la contruction. Les clones, conjuguants sont selectionnes .sur 
milieu Hutner (R, K. Clayton « Towards the isolation of a 
10 photochemical recation center in - Rhodopseudomonas 

sphaeroides » ; Biochim. Biophys.- Acta 75 : 312-318, 1963) 
contenant de la kanamycine 150^g/ml et de la carbenicilline 
50pg/ml. Les clones double recombinants sont selectionnes 
apres repiquage des clones conjuguant sur milieu Hutner 
15 contenant du saccharose. 5% et de la kanamycine (ISOjag/ml) . Une 
verification, par PCR est effectuee sur plusieurs clones 
recombinants afin de s' assurer que 1' insertion de la cassette 
apha3 au niveau des genes crtD et crtC de R. palustris. 

La production de lycopene en grande quantite a ete 
. 20 constatee chez les .bacteries ainsi mutees. Par ailleurs, le 
caractere photosynthetique de la bacterie est conserve. 

Ex&n^le 2 : Constrxiction d^une goucJie mufcaiifce de 
KtiodopsGudomona.s pa,lustx:±s produxsajit da 3-ca.rote2ie ou de 2a 
25 can thaxajithine - 

Schema de construction 

La strategic de construction de- cette souche mutante est 
resumee dans la figure 2. 

Dans cette figure, les legendes des etapes sont les 
30 suivantes : 

1^" etape : Amplification des genes crtY et crtW de 
Bradyrhizobium ORS278, ainsi que des genes crtDC de R. 
palustris. Clonage ' des produits de PCR dans le plasmide p- 
GEMT (Promega) , 
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2i6iae ^^ape : Liberation par Sail de la cassette apha3 du 
plasmide puc4K commercialise par Amersham. Insertion au niveau 
du site Xhol unique present en aval de crtW. ' 

3i6me ^tape : Liberation des genes crtW et apha3 par 
5 Kpnl/EcoRl. .Insertion dans le plasmide pGEM-T/crtY linearise 
par les memes enzymes. 

^i6me ^tape : Liberation des genes crt^, crtW et apha3 par 
Bglll/EcoRl , Insertion dans le plasmide pGEM-T / crtDC linearise 
par les memes enzymes . 
10 5i6me ^tape : Liberation des genes crtDC.crtY,. crtW et 

aphaS par Xhal. Insertion dans le plasmide pJQ200mpl8 
linearis^ par la meme enzyme 

A. Stoa-fcegxe de Construction 

15 La strategie globale pour construire une souche mutante de 

R. palustris produisant soit du B-carotene soit de la 
canthaxanthine a consiste a disrupter les genes crtD, crtC de 
R. palustris en y inserant les g^nes crty et crtW de 
Bradyrhizobium ORS278 ainsi qu'un gene aphA-3 • codant pour une 

20 resistance a la kanamycine , 

Suivant les conditions d' oxygenation de la culture (voir 
exemple 3) 1' enzyme CrtW transformant le 15-carotene en 
canthaxanthine est f onctionnelle ou pas, ce qui conduit au 
choix a une accumulation de IS-carotene ou de canthaxanthine. 

25 

1^® etape : isolement et clonage des. genes crtDC de R- 
palustris^ cxrtY et cortW de Bradyrhlzablum ORS278 : 

Une region correspondant a une partie des genes crtDC de 
R. palustris a ete amplifiee a I'aide du couple d' amorces : 
30 crt D • R . palu . Xba I . f : GAGTCTAGATTCGCCGGCATCGGCCTGAACTTCTC 

(SEQ ID N^'S) 

CrtC . R . palu . Xbal . r : CTGTCTAGAAGGAGTATTACGGACTGATCGAAC 
(SEQ ID N*'4) 
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Les amorces ont ete congues de fagon a insurer un site de 
restriction Xbal de part et d' autre du produit de PGR. 

Le gene crtY de Bradyrhizohium ORS278 a 6t§ ainplifie 
I'aide du couple d' amorces suivant: 
5 crty.278.f : 

. TGAGATCTGGAGGCTGTCGTCATGAGTCGAGATGCCGACGTCATCGTC (SEQ ID N°5) 

crt Y • 2 7 8 . r : ' GTTGAATTCCTGGTACCTCATGGGGTCTTGAAGGCGCTCGCCTCA 
(SEQ ID N^'e) 

Les amorces ont ete congues.de fagon a inserer un site de 
10 fixation du ribosome RBS et un site de restriction Bglll en 5' 
ainsi qu'un site de' restriction Kpnl et EcoRI en 3' du produit 
de PGR. 

Le gene crtW de Sradyrhizojbium ORS278 a ete amplifie a 
I'aide du couple d' amorces suivant : 
15 crtW.ORS278.f : 

CGGTACGGGGAGCTTTGGCAATGGATGGAGGAAGGGGGAAGGCTAC (SEQ ID N*'7) 

crtW . 0RS2 7 8 . r : GTGAATTCGATGGTGGAGCGGGTTTAGTGACGGCTTTGGAG 
(SEQ ID N°8) 

Les amorces ont ete congues de fagon a inserer un site de 
20 fixation du ribosome RBS et un site . de restriction Kpn I en b'^ 
ainsi qu'un site de restriction Xho I et EcoR I en 3' du 
produit de PGR. 

Les amplifications sont realisees avec une ADN polymerase 
haute fidelite commercialisee par Invitrogen® (Platinium Pfx 
25 DNA Polymerase) . 

Les conditions d' amplification sont les suivantes: apres 
une etape initiale de denaturation de I'ADN a 95 ""C pendant 5 
min, 35 cycles de PGR sont effe'ctu6s (94**G pendant 15s puis 
55**C pendant 30s puis 68°G pendant 3 min) , suivi d'une etape 
30 finale d' elongation (68**C pendant 7 min) au cours de laquelle* 
de Taq polymerase classique (GoTaq, Promega®) est rajoute 
dans le tube de PGR af in d' inserer un residu de deoxyadenosine 
aux extremites 3' des fragments d' amplification (cette etape 
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est indispensable pour permettre le clonage dans le vecteur 
pGEM-T utilise ulterieurement ) . 

Les 3 produits de PGR ainsi obtenus sont clones dans le 
vecteur de clonage pGEM-T (commercialise par la societe 
5 Promega®) suivant le . protocole du fournisseur. Les plasmides 
obtenus sont nommes pGEM-T/ crtDC.Xha I ; pGEM-T /crtY ; pGEM- 
T/crtP\^ • . ' . ' 

gieine ^^^p^ - Cons tructioii du plaszaxde pGEM-T/cx-tW ; :apliA- 

10 3 

Le g6ne aphA-~3 codant une resistance a la kanamycine est 
libere du plasmide pUC4K commercialise par la societe Amersham 
par digestion avec 1' enzyme Sail. II est alors insere dans le 
plasmide pGEM-T/crtIV linearise par Xhol. ^ 

15 

3^®^ etape : Construction du plasmide pGEM- 

T/cirtr ; iczrtW : : ap2iA-3 

La construction . precedents contenant les . genes crtW et. 
aphA-3 est liberee -par double digestion KpnI/EcoRI puis 
20 inseree dans le plasmide pGEM-T/crtr linearise par le meme 
couple d' enzymes de restriction , 

^ieme etape : Construction du plasmide pGEM- 

T/cjctDC : :c2rty : : crtW ■: : apbA-3 

25 La construction precedente contenant les genes crtY, crtW 

et aphA-S est liberee par double digestion Bglll/EcoRI puis 
inseree dans le plasmide pGEM-T/ crtDC linearise par le meme 
couple d' enzyme de restriction. La digestion de pGEM- 
Tl/crtDC par Bglll/EcoRI entralne une deletion d'un fragment de 

30 1232 pb correspondant a une partie importante des genes crtD 
et crtC. 
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gieme etape : Construction du plasmlde pJQ200inpl8 
/crizDC : : czrtr : ; cjctW : : apbA-3 

La construction precedente contenant les genes crtDC, 
crtr, crtW et aphA-3 est liberee par digestion Xbal puis 
inseree dans le plasmide suicide pJQ200mpl8 linearise par 
Xbal. Le plasmide pJQ200mpl8 /crtDC : : crtY : : 

• crtZ ::crtW : :aphA-3 est enfin transfers par electroporation 
dans la souche conjugative Escherichia coli 317,1. 

Sieme etape : Construction d' une souche mutante de R, 
palustris contenant les genes crtY et cirtW de Bradyrlii^oJbium 
ORS278. 

Le plasmide precedent pJQ200mpl8 /crtDC: :crtY : :crtW : : 
aphA-3 est delivre dans la souche de JR. palustrls CEAOOl par 
conjugaison avec la souche precedente E. coll 317,1 contenant 
la construction. Les clones conjuguants sont select ionnes sur 
milieu Hutner contenant de ia kanamycine 150pg/ml et de la 
carb^nicilline 50^g/ml. Les clones double recombinants sont 
selectionnes apres repiquage des clones conjuguant sur milieu 
Hutner contenant du saccharose 5% et de la kanamycine 
(ISO^g/ml) . Une verification par PCR est effectuee sur 
plusieurs clones recombinants afin de s' assurer que les genes 
crty, et crtW ont bien ete inseres au niveau des genes crtD et 
crtC. Un mutant est retenu pour la" suite des experiences : R. 
palustris CEAOOlAcrtDC : : crY ::crtW 

B. Analyse des carotenoldes prodult par 2a souc2ie jnutante 
R. palustrls CEAOOlAcrtDC : :crY : : crtW - essal dans 
differentes conditions de culture 

Afin de determiner le potentiel de la souche mutante de R. 
palustris CEAOOlAcrtDC : : crY ' : : crtW a surproduire du 
carotene et de la canthaxanthine, une serie d'essais 
preliminaires a ete realisee dans laquelle differentes 
conditions de culture ont ete testees . 
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A : Flacon de 120 ml contenant 100 ml de milieu Hutner, 
30 ''C - degaze pour eliminer toute trace d'oxygene, et place 
sous une lampe a incandescence de 100 Watts (conditions 
lumiere, anaerobiose) 
5 B : Flacon de 250 ml rempli .de 50 ml de milieu Hutner, 

30 °C - agitation 17 0 RPM - place dans une atmo.sphere ou la 
teneur en oxygene peut etre ajustee a 1, 5, 8 % (Conditions 
lumiere, microaerobiose) ou 21% (Conditions Lumiere, 
aerobiose) 

10 C : Apres culture en anaerobiose pendant 2 jours suivant 

les conditions A, 50 ml sont transferes dans un erlenmeyer a 
baffles" puis mis a agiter 170rpm ^ I'obscurite pendant une 
nuit pour fortement oxygener la culture. 

Apres 3 jours de culture dans les differentes conditions 

15 testSes, les carotenoldes produits sont analyses par HPLC. Les 
resultats obtenus sont presentes dans le tableau 1 suivant. 

Tableau 1 : production de carotenoxdes selon les 
conditions de culture chez le mutant R. palustris 
20 CEAOOlAcrtDC : : crY : : crtW 



CoQLcLi-tioxis 


DO650 


Lycopene 
mg/L 


B-carotene 
mg/L 


Can'bhaxan-bhxne 
mg/L 


A 


3,7 


2,7 


4,7 


0 


B 1% 02 


2,9 


0,85 


1, 13 


0,1 


B 5% 02 


2 


0, 35 


0, 19 


0,32 


B 8% 02 


2,4 


0, 46 


0,16 


0, 41 


B 21% 02 


1,8 


0, 12 


0,05 


0,07 


C 


3,7 


2,4 . . 


3,8 


0, 8 



II apparait clairement que les conditions d' aeration et de 
lumiere ont des effets tres importants sur la production des 
25 carotenoldes et la croissance de la souche. De fortes 
quantites de fi-carotene peuvent etre obtenues en anaerobiose 
sous lumiere (4.7 mg/1) , par centre seules de faibles 
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concentrations de carotenoides (lycopene et B-carotene) sont 
obtenuies lorsque la bacterie est cultivee en condition aerobie 
(21%) en raison de la repression de la synthese de I'appareil 
photosynthetique par I'oxygene. La presence d ' importantes 
5 quant ites de i5-carotene en conditions lumiere, anaerobiose 
itiontre bien que le gene crtY d'ORS278 qui permet la 
transformation du lycopene en fi-carotene est parfaitement 
fonctionnel. Par centre, on observe 1' absence de production de 
canthaxanthine dans ces memes conditions. Ceci resulte du fait 

10 que 1' enzyme CrtW qui permet la transformation du B-carot6ne 
en canthaxanthine est une oxygenase qui a done besoin 
d'oxygene pour fonctionner. En accord avec cette explication, 
la concentration de canthaxanthine augmente progressivement 
(de 0,32 a 0,41 mg/1) lorsque la teneur en oxygene passe de 5 

15 a 8% avec une baisse concomitante de B-carotene (tableau I) . 
Cette experience demontre, d'une part la necessite de la 
presence d' oxygene pour la formation de canthaxanthine a 
partir de li-carotene, d' autre part que 1' enzyme* CrtW d'ORS278 
est §galement f onctionnelle chez ce mutant. La transformation 

20 de 13-carotdne en canthaxanthine en fonction de, la teneur en 
oxygene est aussi demontree par le chromatogramme presente sur 
la figure 4. Un autre argument en faveur d'une transformation 
du 15-carotene en canthaxanthine de fagon equimolaire en 
presence • d' oxygene est presente dans les conditions C, c'est- 

25 S-dire en oxygenant la culture apres croissance en 
anaerobiose, ou il est possible de transformer une partie de 
ce IS-carotene en canthaxanthine.' 

Ces premiers essais montrent bien *qu' il- est possible de 
produire de la canthaxanthine chez R. ' palustris. Par ailleurs, 

30 en jouant sur les conditions d' aeration, la quantite de fi- 
carotene transformable en canthaxanthine devrait §tre proche 
de 5mg/l soit 6 fois plus que la quantite de canthaxanthine 
(0,8mg/l) obtenue en culture liquide avec la souche 
Brady r hi zobium ORS278. De plus, le temps de culture a ete 
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divise par un facteur superieur a 2 soit une augmentation du 
meme rapport de la productivite, 

E[xeinp2e 3 : Stxrateg-xB de constoractlan d^tzne soucha mutante 
5 de JRhodopgeudomonag pa-lustxris produisant d.e 1^ ast:axan thine 
Sch^na de cons true txon 

La strategie de construction de cette souche mutante est 
resumee en figure S.- 
Dans cette figure, les legendes des etapes sont les 
10 suivantes : 

1^^® etape : Amplification du gene crtZ de Pseudomonas 
putida. Clonage du produit de PGR dans le plasmide p-GEMT 
(Promega) . 

2i6me ^tape : Liberation par i?pnl du gene crtZ. Insertion 
15 dans le site Kpnl unique du plasmide pGEM-T/ crt ST: : crtP/: :apha3- 
gitoe §tape : Liberation des genes crtY, crtZ, crtW et 
apha3 par Bglll/EcoRl . Insertion dans le plasmide pGEM-T/crtDC 
linearise par les memes enzymes, 

^itoe ^tape : Liberation des genes crtDC, crtY, crtZ^ crtW 
20 et aphaS par Xhal. Insertion dans le plasmide. pJQ200mpl8 
linearise par la meme enzyme 

Construction 

La strategie generale consiste a inserer le gene crtZ de 
25 Pseudomonas putida dans la souche mutante pr6cedemment 
construite de R. palustris contenant les genes crtY et crtW de 
jBradyrizojbiuin ORS278- L' insertion est faite au niveau du site 
unique de restriction Kpnl present entre les genes crtY et 
crtW. 

30 

1®^ etape : Construction du plaszaide pGEM-T/cirtZ 

Le genome de Pseudomonas putida a ete entierement 
sequence. La sequence du gene crtZ est disponible dans les 
banques de genes (Genbank ACC : NC_00297) . Le gene est 
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amplifie a partir de I'ADN genomique de Pseudomonas putida a 
I'aide du' couple d' amorces : 

crtZ . Ps . putida . f : 
CCTTTTGGTACCGGAGGACCGTTCCATGCTGTTCAATCTCGCCATATT (SEQ ID N°9) 
5 crtZ . Ps . putida . r : GGGGTACCTCACGATTGGCTGCGCCTGCTGCGCAATTG 

(SEQ ID N°10) 

Les amorces ont ete congues de fagon a inserer un site de 
fixation du ribosome RBS en 5'et un site de restriction Kpn I 
en 5' et en 3' du produit de PCR. 
10 L' amplification est realisee avec une AON polymerase haute 

fidelite commercialisee par Invitrogen® (Platinium Pfx DNA 
Polymerase) . 

Les conditions d' amplification sont les suivantes: apres 
une etape initiale de denaturation de I'ADN a 95 ''C pendant 5 

15 min, 35 cycles de PGR sont effectu^s (94°C pendant 15s puis 
55°C pendant 30s, puis. 68°C pendant 1 min) , suivi d' une etape 
finale d' elongation (58°C pendant 7 min ) au cours de laquelle 
Ipl de Taq polymerase classique (GoTaq, Promega®) est rajoute 
dans le tube de PGR af in d' inserer un residu de deoxyadenosine 

20 aux extr6mites 3' des fragments d' amplification (cette etape 
est indispensable pour permettre le clonage dans le vecteur 
pGEM-T utilise ulterieurement ) . 

Le produit de PGR ainsi obtenu est clon6 dans le vecteur 
de clonage pGEM-T suivant* le protocole du fournisseur. Le 

25 plasmide obtenu est nomme pGEM-T/crtZ. 

gi&no etape : Construction du plasmide pGEM- 

T/crtDC : : cjrtY : ; cjctZ : : crtW : : 

La construction precedemment obtenue pGEM- 

30 T/crtDC : : crtY : : crtW : : aphA-S contenant les genes crtJV, 
crtY de Bradyrhlzobium ORS278 et le gene de resistance a la 
kanamycine aptiA-S insere dans les genes crtDC de R. palustris 
est linearisee par 1' enzyme Kpnl dont le site de restriction 
est situe entre les genes crtW et crtY. Le gene crtZ clone 
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dans le vecteur pGEM-T/crtZ est libera par Kpnl, puis , insere 
par ligation dans la construction precedente linearisee. 

3ieiae etape : Construction" du plasmlde pJQ200mpl8 
'/crtDC : : cxrtY : : crtZ : : crtW : : a.phA-3 

La construction precedente contenant les genes crtDC, 
crtY, crtZ, crtW et aphA-3 est liberee par digestion Xhal puis 
inseree par ligation dans le plasmide suicide pJQ200 mpl8- 
linearise par Xhal. Le plasmide pJQ200mpl8 

/crtDC : : crtY : : crtZ : : crtW : :aphA-3 est transfere par 
<§lectroporation dans la souche conjugative Escherichia coli 
S17.1. 

4±eme etape : Construction d' une souche mutante de JR. 
palustrls CEAOOl contenant les genes cxrtY et csrtW de 
BxraidyiThlzobl-am ORS278 et crtZ de Pseudoiaona^ putlda. 

Le plasmide precedent pJQ2 0 0mpl8 - /crtDC : :crtY : :crtZ : 
zcrtW : :' aphA-3 est delivre dans la souche R. palustris 
CEAOOl par ■ conjugaison avec la souche precedente E. coli S17.1 
contenant la construction. Les clones conjuguants sont 
selectionnes sur milieu Hutner contenant de la kanamycine 
150|ig/ml et de la carbenicilline 50pg/ml. Les clones double 
recombinants sont selectionnes apres repiquage des clones 
conjuguants sur milieu Hutner contenant du saccharose 5% et de 
la kanamycine (150pg/ml) . Une verification par PGR est 
effectuee sur plusieurs clones recombinants afin de s' assurer 
que les genes crtY, crtZ et crtW ont bien ete inseres au 
niveau des genes crtD et crtC. 

En condition de culture en microaerobiose, la production- 
d' astaxanthine a ete constatee chez les bacteries ainsi 
mutees. 
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Example 4 : Alternative de strategie de construction d'une 
souche mutante de Rhodopseudomonas palvLstrls produisant de 
1 ^ as taxan thine . 

Par rapport a la strategie de construction decrite dans 
1' example 3, le' gene. crtZ indispensable pour produire de 
I'astaxanthine a ete isole a partir d'une souche Erwinla 
uredovora et non Pseudomonas putida. La strategie de 
construction reste identique a celle decrite dans I'exemple 3 
a 1' exception du couple d' amorces - utilisees pour ispler le • 
gene crtZ par PGR. 
Nouvelles amorces : 
crtZ. Er. uredovora. f : 

GACGGTACCACCGGAGAAATTATGTTGTGGATTTGGAATGCCCTGATC ' 

crtZ crtZ . Er . uredovora • r : GTCGGTACCTTACTTCCCGGATGCGGGCTCATCCT 

Les amorces utilisees ont ete egalement d6finies de fagon a 
insurer un ' site de fixation RBS en 5' et un site de 
restriction Kpnl en 5' et en 3' du produit de PGR. 

Apres construction, la capacite de la souche mutante R. 
palustris CEAOOlAcrtCD : : crtY ::crtZ ::crtW ::apha3 a produire 
de I'astaxanthine a ete verifiee par HPLG apres culture sous 
differentes conditions d'oxygene [Flacon de 250 ml rempli de 
50 ml de milieu Hutner, 30 °C - agitation 170 RPM - place dans 
une atmosphere ou la teneur en oxygene peut etre ajustee a 1, 
5, 8 % (Gonditions lumiere, microaerobiose) ou 21% (Conditions 
lumiere, aerobiose)- Temps de culture 3 jours]. 

Les resultats obtenus sont presentes dans le tableau ci-dessous ' 
Tableau 2 : production de carotenoides selon les 
conditions de culture chez le mutant R. palustris' 
CEAOOlAcrtCD ::crtY ::crtZ : : crtW ::apha3 
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Conditions 


U\J 

650 


mg/1 


£i ~ Cairo tene 
mg/l 


mg/1 


A.S 'tliaxazi'tlixxie 
mg/1 


Can tiiajcan th± ne 
mg/1 


1% 02 . 


5,24 


7, 197 


1,805 


0,633 






5% 02 


2, 57 


0,483 


0, 123 




0,76 


0,19 


8% 02 


1,83 


0, 133 


0, 043 




0,146 


0,043 


21% 02 


1,57 


0, 103 


0,103 




0,032 





Comma deja deer it, un effet tres important de la teneur en 
oxygene sur les quantites et les varietes de carotenoides 
5 produits est constate. Lorsque la teneur en oxygene est fixee 
a 5%, le carotenoide majeur produit est 1' astaxanthine . Ces 
essais montrent ainsi qii' il est possible de surproduire de 
1' astaxanthine chez R, palustris . 
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REVENDICATIONS 

1. * Procede de synthese de carotenoldes non 
photosynthetiques choisis ' parmi le p~carotene, la 
canthaxanthine ou 1' astaxanthine inettant en oeuvre des 
bacteries photosynthetiques produisant au moins un carotenoide 
photosynthetique dont I'un des intermediaires de synthese est 
le lycopene, caracterise en ce qu' il comporte les etapes 
suivantes : 

!• Deletion, chez les bact6ries, d' au moins une 
partie d'un ou plusieurs genes impliques dans la 
voie de synthese- endogene qui suit celle du 
lycopene de maniere a arreter ladite synthese au 
niveau du lycopene, 

ii. Insertion des genes sulvants : 

- soit le crtY si le carotenoide ^ synthetiser 
est le p-carotene, 

- soit le crtY et. le crtW si le carotenoide a 
synthetiser est la canthaxanthine ou. le P- 
carotene, 

- soit le crtY, le crtZ et le crtW si le 
carotenoide a synthetiser est 1' astaxanthine ou 
le p-carotene, 

iii. Mise en culture des bacteries ainsi modifiees, 
et , 

iv. Extraction du ou des carotenoide ( s ) contenu(s) 
dans les bacteries. 

2. Procede selon la revendication 1, de synthese de 
canthaxanthine ou d' astaxanthine, caracterise en ce que les 
conditions de mise en culture sont sequentielles et comportent 
les etapes .suivantes : 

c. Mise en culture desdites bacteries ainsi 
modifiees dans un premier temps en anaerobiose 
sous eclairement. 
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d. ' Puis, dans uri second temps en aerobiose en 
obscurite . 

3., Precede selon la revendication 1 de synthese de p- 
cafotene, caracterise en ce que les conditions de mise en 
culture sont les suivantes : 

b. Mise en culture desdites bacteries ainsi 
modifiees en anaerobiose sous eclairement . 
•4. Precede selon la revendication 2, caracterise en ce que 
les etapes a et/ou b sont realisees en conditions de 
microaerobiose sous eclairement. 

5. Precede selon la revendication 4, caracterise en ce 
qu'en conditions de microaerobiose, le pourcentage de 
dioxygene est compris entre 1 et 10%, de preference, 3 a 8%, 
bornes incluses. 

6. Precede selon I'une quelcefique des revendications 2 a 
5, caracterise en ce que l^en reit^re les etapes a et b 
successivement . 

?• Precede de synthese de carotenoides choisis parmi le p- 
carotene, la canthaxanthine ou 1' astaxanthine, mettant en 
oeuvre des bacteries photosynthetiques produisant au moins un 
carotenolde phetosynthetique dent I'un des intermediaires de 
synthase est le lycopene, caracterise en ce que le precede 
comporte les etapes suivantes : 

i- Mise en oeuvre de mutants de bacteries 
photosynthetiques dent • la photesynthese n'est 
plus reprimee par le dioxygene, 
ii. Deletion, chez les bacteries, d'au moins une 
partie d'un ou plusieurs genes impliques dans la 
voie de synthese endogene qui suit celle du 
lycopene de maniere a arreter ladite synthese au 
niveau du lycopene, . • 

iii- Insertion des genes suivants : 

- soit le crtY si le caretenoide a synthetiser ' 
est le p-carotene. 
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- soit le crtY et le crtW si le carot^nplde a 
synth6tiser est la canthaxanthine ou le p- 

carotene, 

- soit le crtY, le crtZ et le crtW si le 
carotenolde a synthetiser est 1' astaxahthine ou 

le p-carotene, 

iv. . Mise en culture desdites bact6ries ainsi ' 
modifiees en aerobiose ou microaerobiose afin de 
synthetiser de la canthaxanthine ou de 
I'astaxanthine ou mise en culture en condition 

d'anaerobiose afin de synthetiser du P-carotene, • 
et, 

V. Extraction du ou des" carotenolde (s) contenu(s) 
dans les bacteries. 

8. Proc6d6 selon la revendication 7, caracterise en ce que 
les. mutants dont la photosynthese n'est plus r§primee par le 
dioxyg^ne sent obtenus par deletion du gene codant pour le 
facteur de transcription PpsR. 

9. Precede selon I'une quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que les bacteries sont du genre 
Rhodopseudomonas, de preference de I'esp^ce, Rhodopseudomonas 
palustris . 

10. Proc6d^ selon I'une quelconque des revendications 1-8, 
caracterise en ce que les bact§ries photosynth^tiques 
produisant au moins un carotenolde photosynthetique dont I'un 
des intermediaires de synthese est le lycopene sont obtenues a 
partir de bacteries photosynth^tiques produisant au moins un 
carotenolde photosynthetique dont I'un des intermediaires de 
synthase est le phytoene, le phytoflu^ne, le ^-carot^ne ou le 
neurosporene, lesdites bacteries ayant subi 6ventuellemenf une 
deletion ou disruption du gene crti endogene, suivie d'une 
insertion d'un g^ne crtI exog^ne codant pour une phyto^ne 
desaturase assurant 4 etapes successives ' de desaturation du 
phytoene . 
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11. Precede selon I'une quelconque des revendications 
pr6c§dentes, caract6ris§ en ce que 1' insertion des g^nes crtY, 
crtZ .et/ou crtW est realisee dans la zone des g^nes au moins 
partiellement deletes. 

12. Bacterie photosynthetique produisant, de maniere ' 
alternative ou concomitante, au moins du lycop^ne, 'du p- 
carotene et de la canthaxanthine ou de 1' astaxanthine, 
caracterisee en ce que ladite bacterie est susceptible d'etre 
obtenue par le precede selon la revendication 1 ou la 
revendication 9 dans son rattachement ^ la revendication 1. 

13. Bacterie photosynthetique caract6ris6e en ce qu'elle 
est obtenue selon le precede suivant : 

i. Mise en csuvre d' une bacterie photosynthetique 
synthetisant au moins un . carotenoide 
photosynthetique . dont 1' intermediaire de 
synthese est le lycopene, ' 

ii- Deletion d' au moins une partie d'un ou plusieurs 
genes impliques dans la voie de synthese 
endogene qui suit celle du lycop^ne de maniere a 
arreter ladite synthese au niveau du lycopene, 

iii. Insertion des g^nes suivants : 

- soit le crtY si le carotenoide a synth6tiser 
est le p-carotene, 

- soit le crtY et le crtW si le carotenoide A 
synthetiser est la canthaxanthine ou le p- 
carotene, 

- soit le crtY, le crtZ et le crtW si le 
carotenoide a synthetiser est 1' astaxanthine ou 
le p-carotene. 

14. Mutant de bacterie photosynthetique oaracterise en ce 
qu' il est obtenu selon le precede suivant : 

i. Mise en ceuvre d'un mutant de bacterie 
photosynthetique synthetisant au moins un 
carotenoide photosynthetique dont 
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1' intermediaire de synthase est le lycopene, 
dont la photosynthese n'est plus reprimee par le 
dioxygene, produisant de la canthaxanthine ou de 
1' astaxanthine. 

Deletion, d'au moins une partie d'un ou plusieurs 
genes impliques ' dans la voie de synthese 
endogene qui suit celle du lycopene de maniere- ^ 
arreter ladite synthese au niveau du lycopene, 
iii. Insertion des genes suivants : 

- soit le crtY si le carotenoide a synthetiser 
est le p-carotene, 

- soit le crtY et le crtW si le carotenoide k 
synthetiser est la canthaxanthine ou le p- 
carotene, 

- soit le crtY., le crtZ et le crtW si le 
carotenoide a synthetiser est 1' astaxanthine ou 
le |3-carotene. 

15. Bacterie selon les revendications 12 ou 13, ou mutant 
selon la revendication 14, . caracterise en, ce qu' il est 
respectivement obtenu a partir de bactSrie ou de mutant 
produisant au moins un carotenoide photosynthetique dont I'un 
des intermedial res de synthase est le phytoene, le 
phytofludne, le C-carotene ou le neurospor^ne, lesdits bacterie 
ou mutant ayant subi eventuellement une deletion' ou disruption 
du g^ne crti endogene, suivie d'une insertion d'un gene crti 
exogene codant pour une phytoene 'd^saturase assurant 4 etapes 
successives de desaturation du phytoene. 
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Construction du plasmide pJO200mpWcrtDC::crtY: : crtW:: apha3 
ler 6tape construction des plasmides pGEM-T/crt7, pGEMT/crtPT, pGEMT/crtDC 
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Construction du plasmide pJO200mplS/crtDC::crtY:: crtZ::crtW:: apha3 
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Kpnl Kpnl 



crtZ 




pGEM-T/crtZ 




2ieme etape construction du plasmide pGEM-T/ crtY::crtZ::crtW:: apha3 



Bgm 



Xpnl 



crtY 



Kpnl XhoVSaR XhoI/Saa,Ec<aa 



crtZ y \ crtW y \ aphaS 



pGBM-T/crtY: xrtZ: :crtW: :apha3 



3i^me 6tape construction du plasmide i^GEMrTJcrtDCv.crtYr.crtZ:: crtW:: apha3 



Xbal -Bg/n 



Kpnl 



crtY 



Kpnl 



XhoVSalL XhoVSatUEcoPl Xbal 



crtZ cnW^^^ [^pha5 




T^GEMrJI crtDCv.crtY:: crtZr.crtW:: aphaS 



4i6me etape construction du pJQ200nipl8/crtDC::cr^Z:; crtZr.crtW:: aphaS 

XbO. ^Sia Xpnl Kpnl XhoVSdB. XhoVSaa,Ecoia. Xbal 



crtY 



crtZ 



JQ200mpl8/ crtDCv.crtY:: criZiicrtW:: apha3 

'> — - 



sacB 



Figure 3 
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Untitled.ST25 

SEQUENCE LISTING jAP20 RBC'd PCI/PTO 0 7 J U L 2006 



<110> INSTITUT DE RECHERCHE POUR LE DEVELOPPEMENT (IRD) 
COMMISSARIAT A L'ENERGIE ATOMIQUE (CEA) 



<120> 


Procede de production de 


<130> 


CP/BT 61127 PCT 


<150> 


FR 04 00 191 


<151> 


2004-01-09 


<160> 


12 


<170> 


Patentin version 3.1 


<210> 


1 


<211> 


35 


<212> 


DNA 


<213> 


primer 


<400> 1 . 
gagctcgagt tcgccggcat cggcctgaac 


<210> 


2 


<211> 


33 


<212> 


DNA 


<213> 


primer- 


<400>. 2 

ctgctcgaga ggagtattac ggactgatcg 


<210> 


3 



35 



33 



<211> 35 
<212> DNA 
<213> primer 

Page 1 
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<400> 3 

gagtctagat tcgccggcat cggcctgaac ttctc 35 

<210> 4 

<211> 33 

<212> DNA 

<213> primer 



<400> 4 

ctgtctagaa ggagtattac ggactgatcg aac 33 

<210> 5 

<211> 48 . 

<212> DNA 

<213> primer 

<400> 5 . 

tgagatctgg aggctgtcgt catgagtcga gatgccgacg tcatcgtc 48 

<210> 6 

<211> 45 * 

<212> DNA 

<213> primer 



<400> 6 

gttgaattcc tggtacctca tggggtcttg aaggcgctcg cctca ' 45 

<210> 7 

<211> 46 . 

<212> DNA 

<213> primer 



<400> 7 

cggtaccggg agctttgcca atgcatgcag caaccgccaa ggctac 46 

<210> 8 
<211> 41 
<212> DNA • 

Page 2 
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<213> pnmer 



<400> 8 

gtgaattcca tgctcgagcg ggtttagtca cgcctttcca g 

<210> 9 

<211> 48 

<212> DNA 

<213> primer 

<400> 9 

ccttttggta ccggaggacc gttccatgct gttcaatctc gccatatt 

<210> 10 

<211> 38 

<212> DNA 

<213> primer 



<400> 10 

ggggtacctc acgattggct gcgcctgctg cgcaattg 

<210> 11 

<211> 48 

<212> DNA 

<213> primer' 



<40D> 11 

gacggtacca ccggagaaat tatgttgtgg atttggaatg ccctgatc 

<210> 12 

<211> 35 

<212> DNA 

<213> primer 



<400> 12 

gtcggtacct tacttcccgg atgcgggctc atcct 
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